大量临床试验证实硼替佐米对多发性骨髓瘤（multiple myeloma，MM）具有显著治疗作用[@b1]，其最常见和最影响患者生存质量的不良反应为周围神经病变（Bortezomib-induced peripheral neuropathy，BIPN）[@b2]--[@b3]。因此寻找能够缓解甚至逆转BIPN同时又不影响其抗肿瘤作用的药物具有重要临床意义。中药"神经方"是含牛膝、当归、黄芪、人参等十几味中药的方剂。研究表明，该方剂中的单药或其提取物或复方制剂可促进体外培养的背根神经节和大脑皮层神经元生长，促进周围神经再生及功能恢复[@b4]--[@b5]。本研究旨在通过动物实验对"神经方"治疗硼替佐米所致周围神经病变进行初步探讨。

对象和方法 {#s1}
==========

1．研究对象：近交系雌性S-D大鼠15只，清洁级，体重（200±20) g，由南通大学医学院实验动物中心提供\[合格证号SCXK（苏）2008-0010\]并饲养，保持室温在（22±2）°C，相对湿度为（55±10）%，每日观察大鼠一般状态。

2．仪器和试剂：Western blot全套仪器购于美国Bio-RAD公司；光镜型号Olympus BX51，透射电镜型号JEM-1200EX；硼替佐米购自西安杨森公司，0.9％生理盐水稀释为0.2 mg/ml；中药"神经方"由南通大学附属医院中医科提供，浓缩为5.8 g/ml，根据人与大鼠体表面积换算为大鼠的用药剂量为5.8 g·kg^−1^·d^−1^，灌注给药；蛋白裂解液（RIPA）、PMSF、SDS-PAGE凝胶配制试剂盒均购自海门市碧云天生物技术研究所；兔抗大鼠微管相关蛋白2（microtubule associated protein 2, MAP-2）单抗购自美国CST公司，辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗购自美国BOSTER公司，MILLIPORE发光液购自美国Thermo公司。

3．实验动物分组及给药方案：将大鼠随机均分成三组：①生理盐水对照组：于第1、4、8、11天由尾静脉注射0.9％生理盐水，按照0.2 mg·kg^−1^·d^−1^的剂量给药，同时从实验第1天开始连续12 d每天给予0.2 ml灭菌蒸馏水灌胃；②硼替佐米组：参考文献[@b6]方法，于第1、4、8、11天按照0.2 mg·kg^−1^·d^−1^的剂量，由尾静脉给予硼替佐米溶液，同时连续12 d每天给予0.2 ml灭菌蒸馏水灌胃；③治疗组：于第1、4、8、11天按照0.2 mg·kg^−1^·d^−1^的剂量，由尾静脉给予硼替佐米溶液，同时连续12 d每天给予5.8 g/ml的"神经方"汤剂灌胃，按照5.8 g·kg^−1^·d^−1^的剂量给药。

4．标本采集：实验第12天，颈椎脱臼法处死大鼠。取左侧坐骨神经和腰椎4、5背根神经节。

5．神经病理学检查：各组随机取1只大鼠左侧坐骨神经及腰椎4、5背根神经节，用2.5％戊二醛、1%锇酸固定之后，先后予50%、70%、80%、90%、100％乙醇梯度脱水，再予Epon 812（环氧树脂）浸透、包埋。将坐骨神经和背根神经节标本先后进行半薄切片和超薄切片，予相应染色方法进行染色。将坐骨神经半薄切片和超薄切片分别在Olympus BX51光学显微镜及JEM-1200EX透射电镜下观察并拍照，背根神经节超薄切片在JEM-1200EX透射电镜下观察并拍照[@b6]。

6．Western blot检测MAP-2的表达水平：各组剩余大鼠腰椎4、5背根神经节置于玻璃匀浆器充分研磨、裂解。4 °C，12 000 r/min离心（离心半径为5 cm) 20 min，提取组织总蛋白。于聚丙烯酰胺凝胶电泳（积层胶为50 g/L，分离胶为80 g/L）分离蛋白，积层胶电压为80 V，分离胶电压为100 V，持续约2 h。采用湿式转膜仪转膜，条件为100 V电转移90 min。5%脱脂奶粉溶液封闭90 min，一抗（1∶1 000) 4 °C过夜，二抗（1∶5 000）室温孵育1 h。膜上覆盖MILLIPORE发光液置BIO-RAD凝胶成像仪显像。β-actin作为内参照。各组蛋白电泳条带应用ImageJ软件进行灰度值分析，以MAP-2与β-actin的比值表示MAP-2蛋白表达水平。

7．统计学处理：采用SPSS17.0分析软件进行统计学分析。实验结果所有数据以均数±标准差表示，根据方差齐或不齐，所有组间差异分析用*t*或*t*′检验，*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．组织病理学检查：①坐骨神经：生理盐水对照组未见神经组织病理学改变（[图1A](#figure1){ref-type="fig"}），而硼替佐米组和治疗组大鼠均可见坐骨神经损伤。在光学显微镜下主要表现为髓鞘密度减低，施万细胞和髓鞘的病变，但治疗组明显轻于硼替佐米组（[图1B](#figure1){ref-type="fig"}、[C](#figure1){ref-type="fig"}）。电子显微镜下观察，对照组坐骨神经可见形态规整的髓鞘，施万细胞细胞核形规则，核膜清晰，核内染色质均匀，无凝集，细胞质内内质网形态整齐，无扩张（[图2A](#figure2){ref-type="fig"}），硼替佐米组和治疗组可见髓鞘肿胀，部分髓鞘可见板层分离、髓鞘脱失等改变（[图2B](#figure2){ref-type="fig"}、[D](#figure2){ref-type="fig"}），施万细胞内质网扩张成池样（[图2C](#figure2){ref-type="fig"}），细胞核肿胀，施万细胞核内异染色质凝聚和边集（[图2C](#figure2){ref-type="fig"}、[D](#figure2){ref-type="fig"}）。②背根神经节：在电子显微镜下，生理盐水对照组细胞核形规则，核内染色质均匀，核膜清晰，胞质内内质网无明显异常。而硼替佐米组和治疗组可见类似坐骨神经的各种损伤，但治疗组的损伤程度较硼替佐米组轻微。而对比硼替佐米组坐骨神经和背根神经节损伤程度，可明显发现背根神经节损伤程度较重。

![光学显微镜下观察不同处理组大鼠坐骨神经组织形态（甲苯胺蓝染色，×100）\
A：生理盐水对照组；B：硼替佐米组；C：硼替佐米+神经方治疗组。箭头所示为神经纤维、施万细胞等变性](cjh-36-09-796-g001){#figure1}

![电子显微镜下观察不同处理组大鼠坐骨神经形态（醋酸铀、柠檬酸铅染色，×10 000）（标尺示1 µm）\
A：生理盐水对照组；B\~C：硼替佐米组；D：硼替佐米+神经方治疗组](cjh-36-09-796-g002){#figure2}

2．大鼠背根神经节内MAP-2蛋白表达水平比较：硼替佐米组MAP-2蛋白的表达水平为171.90±0.39，较生理盐水对照组（140.56±0.29）显著升高，差异有统计学意义（*P*\<0.05）；而治疗组（122.68±0.79）较硼替佐米组表达下降，差异有统计学意义（*P*\<0.05）（[图3](#figure3){ref-type="fig"}）。

![Western blot法检测各实验组大鼠背根神经节内MAP-2蛋白表达水平\
1：生理盐水对照组；2：硼替佐米组；3：硼替佐米+神经方治疗组](cjh-36-09-796-g003){#figure3}

讨论 {#s3}
====

周围神经病变是硼替佐米治疗过程中最主要的剂量限制性不良反应，通常发生在第一个疗程[@b7]--[@b8]。Cavaletti等[@b8]研究发现，硼替佐米所致周围神经病变主要累及坐骨神经和背根神经节，表现为脱髓鞘、轴突变性，施万细胞、卫星细胞胞质内内质网扩张和线粒体空泡化等损伤，还可见高尔基复合体及溶酶体的改变等。Poruchynsky等[@b9]的研究表明经硼替佐米处理的HCN2神经瘤细胞株内MAP-2的表达量较对照组增高1.4\~3.7倍。MAP-2是一种热稳定的磷蛋白，是神经元细胞骨架的主要组成成分。研究表明，细胞骨架对维持神经元细胞独特形态特征、维持神经系统正常活动必需的轴浆运输及细胞骨架稳定均具有至关重要的作用[@b10]--[@b11]。从蛋白质合成、细胞分裂分化、神经元迁移、细胞内物质运输乃至神经元细胞的修复再生，无不涉及细胞骨架的功能[@b12]。在本研究中，硼替佐米组大鼠坐骨神经和背根神经节的病理变化及MAP-2表达水平与文献报道一致。

泛素-蛋白酶体途径（ubiquitin-proteasome pathyway，UPP）是生物体内蛋白质选择性降解的重要途径之一，参与蛋白质降解、细胞转录、蛋白质稳定、DNA修复、细胞周期调控和应激反应等多种生理过程。蛋白酶体抑制剂可通过抑制26S蛋白酶体对泛素化靶蛋白的水解作用，阻断调节蛋白降解，并影响细胞因子和信号分子的表达，干扰细胞增殖、分化和凋亡过程，最终使肿瘤生长过程延缓甚至停滞。另外，在核糖体中合成的初始多肽，必须在内质网和高尔基复合体中进行蛋白质折叠，二次修饰。据本研究结果我们推断，细胞内内质网、高尔基复合体受损后导致MAP-2在细胞内加工成熟受影响，最终因降解受阻而堆积在细胞内，使细胞功能受损最终导致神经损伤。

目前，中药在治疗周围神经损伤性疾病中积累了许多临床方药，其主要作用是促进周围神经再生[@b4]。许多研究表明，周围神经再生所需的微环境不是单一因子的作用，而是多因子、多因素联合作用的生物共济环[@b13]--[@b14]。因此，有效的中药制剂在促进神经再生时，可能会提供更多、更接近神经生理需要的生长活性因子的环境[@b15]。"神经方"汤剂是由南通大学附属医院自行研制的复方制剂，主要成分有牛膝、当归、菟丝子、白术、黄芪、红花等。研究表明该方剂中的单药或其提取物、复方制剂对大鼠坐骨神经损伤后的修复均有明显的促进作用并能促进体外培养的DRG和海马神经元神经突起的生长[@b4]--[@b5]。牛膝浸出液可有效促进动物周围及中枢神经损伤后神经的修复和再生，如促进大鼠背根神经节细胞和海马神经元及小鼠坐骨神经的生长，防止细胞凋亡等。其机制为上调细胞骨架蛋白和神经生长相关蛋白的表达[@b11]。

到目前为止，已有较多研究发现，氨磷汀、还原型谷胱甘肽、ω-3鱼油脂肪乳、谷氨酸盐和促红细胞生成素等对化疗药引起的周围神经病变均有一定治疗作用[@b6],[@b16]--[@b18]，但效果都不理想，一些价格还十分昂贵，更是不适宜在临床中推广应用。我们在本研究中发现，经"神经方"汤剂治疗后，大鼠坐骨神经和背根神经节病变程度较硼替佐米组明显减轻，同时背根神经节内MAP-2蛋白表达水平较硼替佐米组明显减少甚至表达受抑制，提示中药"神经方"对硼替佐米所致周围神经病变大鼠模型可能有治疗作用，其作用机制可能是下调MAP-2蛋白干预BIPN。但是对于"神经方"影响细胞骨架蛋白MAP-2的具体机制及涉及的信号通路还需要进一步研究。
